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Ο αναστολέας C1 (C1INH) είναι μία σερπίνη που ρυθμίζει την ενεργοποίηση του 
συμπληρώματος, αποτελεί τον κύριο ρυθμιστή του συστήματος επαφής και είναι σε θέση 
να αδρανοποιήσει πολλές πρωτεάσες των συστημάτων πήξης και ινωδόλυσης.1 Η 
ανεπάρκεια του C1INH λόγω μεταλλάξεων στο γονίδιο SERPING1, οδηγεί σε κληρονομικό 
αγγειοοίδημα (KAO), μία νόσο που κατά τη διάρκεια των κρίσεων χαρακτηρίζεται από 
μεγάλη αγγειακή διαπερατότητα εξ’ αιτίας της αυξημένης τοπικά παραγωγής 
βραδυκινίνης.2,3 Ωστόσο, ελλιπείς είναι οι πληροφορίες σχετικά με τους παράγοντες που 
επηρεάζουν το φαινότυπο της νόσου, καθώς το είδος της μετάλλαξης δεν σχετίζεται με 
τη συχνότητα, τη βαρύτητα και την εντόπιση των κρίσεων, ενώ πάσχοντες με την ίδια 
μετάλλαξη, ακόμα και μέλη της ίδιας οικογένειας, μπορεί να έχουν τελείως διαφορετική 
κλινική εικόνα, γεγονός που υποδηλώνει ότι άλλοι επιπρόσθετοι παράγοντες (γενετικοί 
και περιβαλλοντικοί) ευθύνονται για την κλινική εκδήλωση της νόσου. Στο πλαίσιο αυτό 
δεν έχουν γίνει μελέτες συσχέτισης ανάμεσα στον πολυμορφισμό V480M του γονιδίου 
SERPING1 και το φαινότυπο της νόσου.  
Τα τελευταία χρόνια διαπιστώθηκε ότι ο C1INH έχει επιπλέον αντιφλεγμονώδεις 
δράσεις ανεξάρτητες από την αναστολή πρωτεασών.4 Αυτές περιλαμβάνουν 
αλληλεπιδράσεις με λευκοκύτταρα που μπορεί να έχουν ως αποτέλεσμα την αυξημένη 
φαγοκυττάρωση, με ενδοθηλιακά κύτταρα μέσω των Ε- και Ρ-σελεκτινών και με 
συστατικά της θεμέλιας ουσίας που πιθανώς ευθύνονται για την εντόπιση του C1INH σε 
θέσεις φλεγμονής. Επιπρόσθετα ο C1INH φαίνεται να καταστέλλει την σήψη από Gram 
αρνητικά βακτήρια και το σηπτικό σοκ από ενδοτοξίνη, καταστέλλοντας τον παράγοντα  
νέκρωσης όγκων α (TNF-a) και άλλους μεσολαβητές της φλεγμονής.5 Η θεραπεία με 
C1INH βελτιώνει την έκβαση σε έναν αριθμό ασθενειών, ανάμεσά τους η σήψη, η 
ελονοσία, η βλάβη εξ’ ισχαιμίας- επαναιμάτωσης, η οξεία απόρριψη μοσχεύματος, καθώς 
και άλλες φλεγμονώδεις νόσους.4 Στο πλαίσιο αυτό υπάρχει μία μόνο μελέτη σύμφωνα 
με την οποία στα ομόζυγα άτομα Met480 ο Staphylococcus aureus διαφεύγει από τους 
μηχανισμούς άμυνας του συμπληρώματος.6 Ο ρόλος του παραπάνω πολυμορφισμού σε 
λοιμώξεις του ανώτερου αναπνευσικού δεν έχει μελετηθεί. 
Συνεπώς στην παρούσα μελέτη αναλύθηκε η σχέση του πολυμορφισμού V480M με 
το φαινότυπο του ΚΑΟ καθώς και η επίπτωσή του στη φλεγμονή των αμυγδαλών.  
Η εργασία πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο Ανοσολογίας-Ιστοσυμβατότητας 
του Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Το υλικό της μελέτης αποτέλεσαν 
ασθενείς με ΚΑΟ και φλεγμονή των αμυγδαλών από το ίδιο και συνεργαζόμενα 
εργαστήρια.   
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Η εργασία πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο Ανοσολογίας-Ιστοσυμβατότητας του 
Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Το υλικό της μελέτης αποτέλεσαν 
ασθενείς του ίδιου εργαστηρίου καθώς και του εργαστηρίου Μικροβιολογίας του 
Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. 
Ολοκληρώνοντας τη μεταπτυχιακή μου διατριβή, θα ήθελα να εκφράσω τις θερμές 
ευχαριστίες μου στα μέλη της Τριμελούς Επιτροπής. Ιδιαίτερα, θα ήθελα να ευχαριστήσω 
τον επιβλέποντα καθηγητή μου Επίκ. Καθηγητή κ. Ματθαίο Σπελέτα για τη βοήθεια, τη 
στήριξη και την ανεκτίμητη καθοδήγησή του όλο αυτό το διάστημα. Ακόμη περισσότερο 
τον ευχαριστώ για τα μαθήματα ζωής. Στον Καθηγητή κ. Αναστάσιο Γερμενή εκφράζω 
την ευγνωμοσύνη μου για την ευκαιρία που μου έδωσε και κυρίως για την υποστήριξη, 
υλική και ψυχολογική, ώστε να είναι δυνατή η ολοκλήρωση της παρούσας διατριβής.  
Ευχαριστώ τη Ζωή Φλώρου για τη βοήθεια και την άψογη συνεργασία κατά τη 
συλλογή του υλικού των ασθενών, τον Γεώργιο Ιορδανάκη για όλη τη βοήθεια του, τη 
Χριστίνα Χατεδάκη, την Ευαγγελία Καραμούτη, τη Νικολέτα Αργέντου, την Αντιγόνη 
Μαμάρα καθώς και την υπόλοιπη ομάδα του εργαστηρίου, τους προπτυχιακούς, 
μεταπτυχιακούς και διδακτορικούς φοιτητς με τους οποίους μοιραστήκαμε το χώρο 
εργασίας, τις ανησυχίες και τους προβληματισμούς μας και περάσαμε μαζί τόσα χρόνια 
καλής συνεργασίας και ευχάριστης ατμόσφαιρας και τους εύχομαι από την καρδιά μου 
καλή σταδιοδρομία. Αν έμαθα κάτι σε όλη αυτή τη διαδικασία, είναι ότι δεν μπορούμε να 
προχωρήσουμε χωρίς βοήθεια και στήριξη από τους συνεργάτες μας και τους ευχαριστώ 
όλους για αυτό. 
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1. Η ΠΡΩΤΕΪΝΗ C1INH 
1.1. ΑΝΑΚΑΛΥΨΗ ΤΟΥ C1INH 
O Oscar Ratnoff, εκτός από τις πρωτοπόρες εργασίες του που σχετίζονται με τη 
βιοχημεία και τη βιολογία της πήξης, υπήρξε πρωτοπόρος και στην ανάλυση του μηχανισμού 
της ενεργοποίησης του συμπληρώματος. Μαζί με την Irwin Lepow και άλλους, ήταν οι πρώτοι 
που απομόνωσαν και χαρακτήρισαν το πρώτο συστατικό του συμπληρώματος (C1).7,8,9 Το 1957, 
περιγράφηκε ένας θερμοασταθής παράγοντας στο ανθρώπινο πλάσμα που ανέστειλε τη δράση 
της εστεράσης C1 ο οποίος στη συνέχεια ονομάστηκε αναστολέας C1 (C1INH).9 Ο C1INH είναι ο 
μόνος γνωστός αναστολέας πρωτεάσης που ρυθμίζει την ενεργοποίηση του συμπληρώματος, 
αποτελεί τον κύριο ρυθμιστή της ενεργοποίησης του συστήματος επαφής, και είναι σε θέση να 
αδρανοποιήσει πολλές πρωτεάσες των συστημάτων πήξης και ινωδόλυσης.5 Ένας σημαντικός 
ρόλος του C1INH είναι η ρύθμιση της αγγειακής διαπερατότητας, όπως καλύτερα φαίνεται σε 
ασθενείς με κληρονομικό αγγειοοίδημα (ΚΑΟ), το οποίο είναι αποτελέσματα ανεπάρκειας της 
δράσης του C1INH ως πρωτεάση. Ο C1INH καταστέλλει τη φλεγμονή μέσω αναστολής τόσο του 
συστήματος συμπληρώματος όσο και του συστήματος επαφής. Ωστόσο, πολλά από τα 
ευεργετικά αποτελέσματα του C1INH δεν είναι αποτέλεσμα της αναστολής πρωτεασών. 
 
1.2. ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ ΤΟΥ C1INH 
Ο C1INH είναι ένα βαριά γλυκοζυλιωμένο πολυπεπτίδιο μονής αλύσου που αποτελείται 
από 500 αμινοξικά κατάλοιπα.10 Η μοριακή μάζα του C1INH είναι περίπου 105 kDa και η 
συγκέντρωση στο πλάσμα περίπου 240 mg/l.11,12 
Ο C1INH ανήκει στην υπεροικογένεια των αναστολέων πρωτεασών σερίνης (σερπίνες), 
η οποία περιλαμβάνει επίσης την α1- αντιθρυψίνη, την αντιθρομβίνη και τον αναστολέα του 
ενεργοποιητή του πλασμινογόνου τύπου Ι.11,13,14,15 Όπως και στις άλλες σερπίνες, η ομολογία 
στην αλληλουχία δεν κατανέμεται σε όλο το μόριο αλλά περιορίζεται στο καρβοξυτελικό άκρο 
(περιοχή σερπίνης).16,17 Κοντά στο καρβοξυτελικό άκρο είναι η περιοχή αναγνώρισης της 
πρωτεάσης η οποία καλείται “reactive center loop”.17 
 
1.3. ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΟΥ C1INH  
Πολλά κύτταρα, ανάμεσα στα οποία υπατοκκύταρα, ινοβλάστες, μονοκύτταρα, 
μακρόφαγα, ενδοθηλιακά κύτταρα, αμνιακά επιθηλιακά κύτταρα και ίσως κύτταρα της 
μικρογλοίας είναι ικανά να συνθέτουν C1INH. (ανασκόπηση στο 18) Τα αιμοπετάλια περιέχουν 
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C1INH στα α κοκκία τους και τα επίπεδα του συσχετίζονται με τα επίπεδα στο πλάσμα.19 Επίσης 
στα μεγακαρυοκύτταρα υπάρχει mRNA του C1INH.19  
Η σύνθεση του C1INH διεγείρεται από την ιντερφερόνη γ (IFN-γ) και, σε μικρότερο 
βαθμό, από πολλές άλλες κυτταροκίνες συμπεριλαμβανομένου του παράγοντα νέκρωσης όγκου 
α (TNFa), της ιντερφερόνης α (IFN-α), του παράγοντα διέγερσης των μονοκυττάρων και της 
ιντερλευκίνης 6 (IL-6). (ανασκόπηση στο 18). 
Ο C1INH είναι μία πρωτεΐνη οξείας φάσης, τα επίπεδα πλάσματος της οποίας μπορούν 
να αυξηθούν εις διπλούν κατά τη διάρκεια απλών μολύνσεων.20 Ο βαθμός σύνθεσης του C1INH 
μπορεί να αυξηθεί μέχρι 2.5 φορές του κανονικού σε ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα.21 Η 
αυξημένη αυτή σύνθεση κατά τη διάρκεια αποκρίσεων οξείας φάσης είναι πιθανώς αποτέλεσμα 
της απελευθέρωσης ιντερλευκίνης 6, επειδή in vitro μελέτες με κύτταρα HepG2 έδειξαν ότι η 
ιντερλευκίνη 6, και σε μικρότερο βαθμό η ιντερλευκίνη 1 (IL-1), αυξάνουν τη σύνθεση του 
C1INH καθώς επίσης και των παραγόντων C3 και Β του συμπληρώματος.22 
 
1.4. ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΤΟΥ C1INH 
Ο C1INH κωδικοποιείται από το γονίδιο SERPING1 στο χρωμόσωμα 11, στη θέση 11q12-
q13.1, το οποίο αποτελείται από 8 εξώνια που διαχωρίζονται από 7 ιντρόνια [Εικόνα 1].23,24,25 
Το πρώτο ιντρόνιο περιέχει στοιχεία απόκρισης στην ιντερφερόνη γ που είναι λειτουργικά in 
vitro και μπορεί να ευθύνονται για την επαγόμενη από την ιντερφερόνη γ σύνθεση του C1INH.26 
Το δεύτερο εξώνιο περιέχει τη θέση έναρξης της μετάφρασης, ενώ το DNA που κωδικοποιεί την 
αλληλουχία του ενεργού κέντρου βρίσκεται στο εξώνιο 8.27  
 
Εικόνα 1. Δομή του γονιδίου SERPING1. Το γονίδιο SERPING1 αποτελείται από 8 
εξώνια. Τα βέλη αντιπροσωπεύουν στουιχεία Alu. 
 
Οι μεταλλάξεις στο γονίδιο SERPING1 ευθύνονται για την εμφάνιση μίας σπάνιας νόσου 
που κληρονομείται με σωματικό επικρατούντα χαρακτήρα, του κληρονομκού αγγειοιδήματος 
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τύπου Ι και ΙΙ.3,28 Εώς τώρα έχουν περιγραφεί περισσότερες από 200 μεταλλάξεις σε όλο το 
μήκος του γονιδίου σε μη- συγγενικούς ασθενείς οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα την παραγωγή 
μη λειτουργικού αναστολέα.29,30 Οι μεταλλάξεις στο ΚΑΟ τύπου Ι (80 με 85% των περιπτώσεων) 
εκτείνονται σε όλο το γονίδιο ενώ στο ΚΑΟ τύπου ΙΙ (15 με 20% των περιπτώσεων), οι 
μεταλλάξεις που είναι αντικαταστάσεις αμινοξέων εντοπίζονται στο εξώνιο 8, την περιοχή 
κωδικοποίησης του αντιδραστικού κέντρου του C1INH.31  
Οι δομικές βλάβες στο γονίδιο SERPING1 σε ασθενείς με κληρονομικό αγγειοοίδημα 
εμφανίζουν μεγάλη ετερογένεια. [Πίνακας 1] Σε όλο το μήκος του γονιδίου διανέμονται 
μεγάλες ελλείψεις ή, λιγότερο συχνά, επαναλήψεις που οφείλονται στον ανασυνδιασμό μεταξύ 
των περιοχών Alu,32,33 καθώς και μεταλλάξεις που οφείλονται στη μεθυλίωση νησίδων CpG και 
τη μετέπειτα απαμίνωση της κυτοσίνης σε θυμίνη.34,35 Αξίζει να σημειωθεί ότι αν και το ΚΑΟ 
είναι κληρονομούμενο νόσημα εκτιμάται ότι στο 20 με 25% των περιπτώσεων είναι αποτέλεσμα 
μιας νέας αυθόρμητης μετάλλαξης,36,37 με επιπτώσεις στη διάγνωση, καθώς ένα ακριβές 
οικογενειακό ιστορικό αποτελεί σημαντικό στοιχείο. 
 
Πίνακας 1. Οι τύποι των μεταλλάξεων στο ΚΑΟ τύπου Ι και ΙΙ και τα ποσοστά τους. 
Μεταλλάξεις SERPING1 στο ΚΑΟ Ποσοστό HAEdb 
Παρερμηνεύσιμες 
Αλλαγές πλαισίου ανάγνωσης 
Θέση ματίσματος 
Ανερμηνεύσιμες 
Μικρές ελλείψεις ή ενθέσεις 







Μεγάλες γονιδιακές ανακατανομές (οφείλονται σε 




Η ελλατωματική έκφραση σε όλες σχεδόν τις περιπτώσεις ΚΑΟ τύπου Ι και ΙΙ, έχει 
συσχετισθεί με μειωμένη έκκριση του C1-INH,34,38 αλλοστερική παρεμπόδιση της μετάφρασης,39 
ή εκτενούς κατανάλωσης της πρωτεΐνης.40 Οι συνέπειες πολλών παρερμηνεύσιμων μεταλλάξεων 
έχουν καθοριστεί σε λειτουργικό επίπεδο έπειτα από την in vitro επιμόλυνση κύτταρων COS με 
μεταλλαγμένο αναστολέα. Η χαρτογράφηση των σημειακών μεταλλάξεων βοηθά στην εύρεση 
κρίσιμων αμινοξέων για τη σωστή μοριακή αναδίπλωση του C1INH και ειδικά της περιοχής 
σερπίνης,41 τον προσδιορισμό της ειδικότητας για την πρωτεάση στόχο,42,43,44 ή τον 
πολυμερισμό της πρωτεΐνης.38,45,46 
 
Πηγή: http://hae.enzim.hu/ 
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1.5. ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΜΕ ΠΡΩΤΕΪΝΑΣΕΣ ΣΤΟΧΟΥΣ 
Η απενεργοποίηση των πρωτεασών από τις σερπίνες, συμπεριλαμβανομένου του C1INH, 
γίνεται σε δύο στάδια. Πρώτα η πρωτεάση στόχος αναγνωρίζει τη θηλιά του ενεργού κέντρου 
που εκτίθεται στην επιφάνεια του C1INH, η οποία μιμείται την ειδικότητα του υποστρώματος της 
πρωτεάσης, και διασπά το δεσμό ανάμεσα στα κατάλοιπα Arg466-Thr467. Η διάσπαση ωθεί μία 
μοριακή αναδιοργάνωση όπου η σερπίνη συνδέεται αμετάκλητα με ομοιοπολικό δεσμό με την 
ενεργή θέση σερίνης της πρωτεάσης.47 
 
1.6. ΑΠΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ C1INH 
Σε φυσιολογικά άτομα το κλασματικό καταβολικό ποσοστό του C1INH είναι 2.5% του 
πλάσματος την ώρα, αποδίδοντας ένα προφανή χρόνο ημίσιας ζωής εκκαθάρισης στο πλάσμα 
περίπου 28 ωρών.21,48 Ο C1INH, όπως οι περισσότερες σερπίνες, μπορεί να απενεργοποιηθεί 
από την ελαστάση που απελευθερώνεται από ενεργοποιημένα ουδετερόφιλα με περιορισμένη 
πρωτεολυτική διάσπαση που έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή πολλών διαφορετικών και 
χαρακτηριστικών παραγώγων, που αποκαλούνται “modified C1INH”.49,50,51 Η πρωτεάση 3, που 
απομονώνεται από λευκοκύτταρα, καθώς και βακτηριακές ελαστάσες και πρωτεάσες διασπούν 
πρωτεολυτικά και απενεργοποιούν τον C1INH.52,53 Η πλασμίνη επίσης έχει κάποιο ρόλο στην 
τοπική διάσπαση και κατακρήμνιση του C1INH κατά τη φλεγμονώδη απόκριση.54 Τέλος η 
θρομβίνη μπορεί να απενεργοποιήσει το C1INH.55 Κατ’αυτό τον τρόπο η απενεργοποίηση του 
C1INH μπορεί να συμβεί κυρίως τοπικά στους φλεγμονώδεις ιστούς και, επομένως, συμβάλει 
στην αυξανόμενη τοπική ενεργοποίηση και κατανάλωση του συμπληρώματος όπως και στην 
τοπική ενδυνάμωση της παθολογικής πρωτεόλυσης.12,49,52 
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2. ΜΟΡΙΑΚΗ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ ΚΛΗΡΟΝΟΜΙΚΟΥ ΑΓΓΕΙΟΟΙΔΗΜΑΤΟΣ 
Στο ΚΑΟ, τα επεισόδια χαρακτηρίζονται από εξαγγείωση του πλάσματος στις βαθύτερες 
στοιβάδες του δέρματος, είτε στο βλεννογόνο του λάρυγγα ή του εντέρου με αντίστοιχη 
εμφάνιση αγγειοοιδήματος. Σήμερα γνωρίζουμε ότι για όλες τις περιπτώσεις ΚΑΟ το οίδημα 
οφείλεται σε ενεργοποίηση του συστήματος επαφής με συνέπεια την απελευθέρωση 
βραδυκινίνης, η οποία αποτελεί τον κύριο μεσολαβητή των κρίσεων.2  
Η πρώτη ένδειξη ότι ο C1ΙΝΗ είναι απαραίτητος για τη φυσιολογική ρύθμιση της 
αγγειακής διαπερατότητας ήταν η ανακάλυψη ότι το ΚΑΟ σχετιζόταν με τα πολύ χαμηλά 
επίπεδα του.3 Κατά την διάρκεια ασυμπτωματικών περιόδων, τα επίπεδα του C1ΙΝΗ στο πλάσμα 
κυμαίνονται περίπου στο 30% του φυσιολογικού. Η εξήγηση για την πτώση των επιπέδων κάτω 
του 50%, όπως αναμένεται σε κατάσταση ετεροζυγωτίας, είναι ότι τα μειωμένα επίπεδα του 
αναστολέα έχουν σαν αποτέλεσμα την αυξημένη ενεργοποίηση μερικών ή όλων των πρωτεασών 
που ρυθμίζονται από τον C1ΙΝΗ. Αυτές οι ενεργοποιημένες πρωτεάσες καταναλώνουν τον C1INH 
και με αυτόν τον τρόπο συντελούν στη μείωση των επιπέδων του στο πλάσμα κάτω του 50% του 
φυσιολογικού.21,40 Μελέτες του in vivo καταβολισμού του C1INH σε ασθενείς με ΚΑΟ συμφωνούν 
με αυτή την εξήγηση.48 Επιπρόσθετα όπως αναφέραμε ορισμένες μεταλλάξεις έχουν ως 
αποτέλεσμα την παραγωγή μη φυσιολογικού mRNA ή την καταστολή της μεταγραφής ή της 
μετάφρασης.39,56 Κατά τη διάρκεια των κρίσεων του αγγειοοιδήματος, τα επίπεδα μειώνονται 
επιπλέον, και αυτή η μείωση σχετίζεται με προφανή αυθόρμητη ενεργοποίηση των συστημάτων 
επαφής και συμπληρώματος. 
Ο C1INH είναι ο μόνος γνωστός αναστολέας πρωτεάσης που ρυθμίζει την ενεργοποίηση 
του συμπληρώματος, αποτελεί τον κύριο ρυθμιστή του συστήματος επαφής, και είναι σε θέση 
να αδρανοποιήσει πολλές πρωτεάσες των συστημάτων πήξης και ινωδόλυσης [Εικόνα 2].5  
Η ενεργοποίηση της κλασσικής οδού του συμπληρώματος ρυθμίζεται από τον C1INH, ο 
οποίος είναι ο μόνος γνωστός αναστολέας των ενεργοποιημένων πρωτεασών σερίνης C1s και 
C1r.11,57 Ο C1INH προσδένεται αναστρέψιμα είτε στα προένζυμα C1r και C1s για να εμποδίσει 
την αυτοενεργοποίηση αυτών των πρωτεασών,58 ή προσδένεται στα ενεργοποιημένα C1r και 
C1s και τα αποσυνδέει από το C1q με το σχηματισμό ενός τετραμερούςC1INH–C1r–C1s–C1INH,57,59 
το οποίο απομακρύνεται από την κυκλοφορία.60 Σε ασθενείς με ΚΑΟ παρατηρούνται χαμηλά 
επίπεδα των παραγόντων C2 και C4, καθώς συμπλόκα του C1r και του C1s με τον C1INH.61  
Στο σύστημα επαφής ο C1INH είναι ο κύριος αναστολέας των ενεργοποιημένων μορφών 
των παραγόντων FXII και FXIIf και μαζί με την α2-μακροσφαιρίνη αποτελεί τον κύριο 
απενεργοποιητή της καλλικρεΐνης.62,63,64,65 Στις οξείες κρίσεις του ΚΑΟ, παρά την ενεργοποίηση 
του συστήματος επαφής, τα συμπλέγματα C1INH– καλλικρεΐνης δεν αυξάνονται, οδηγώντας 
στην υπόθεση ότι η α2- μακροσφαιρίνη μπορεί να αντισταθμίσει, σε κάποιο βαθμό, την έλλειψη 
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ανασταλτικής ικανότητας του C1INH προς την καλλικρεΐνη.66 Η ενεργοποίηση του συστήματος 
επαφής αποδεικνύεται από την παρουσία διασπασμένου υψηλού μοριακού βάρους 
κινινογόνου.67,68,69 
 
Εικόνα 2. Μονοπάτια που αναστέλλονται από τον C1-INH. Στην κλασική οδό του 
συμπληρώματος ενεργοποιείται η πρωτεάση C1 και έπειτα σχηματίζεται η C3 κονβερτάση. Η 
ενεργοποίηση απεικονίζεται με οριζόντια γραμμή πάνω από το όνομα των συστατικών του 
συμπληρώματος. Στο μονοπάτι ενεργοποίησης του συστήματος επαφής, ελάχιστη συγκέντρωση 
του παράγοντα XIIa οδηγεί στην αυτοενεργοποίησή του, καθώς και στην παραγωγή 
προκαλλικρεΐνης. Ο ενεργοποιημένος παράγοντας XIIa ενεργοποιεί τον παράγοντα XI, 
προκαλώντας τον αυξημένο σχηματισμό ινικής. Ο ενεργοποιημένος παράγοντας XIIa και η 
προκαλλικρεΐνη ενεργοποιούν ο ένας τον άλλο και έπειτα η δεύτερη διασπά το υψηλού μοριακού 
βάρους κινινογόνο για να απελευθερώσει βραδυκινίνη. Στο μονοπάτι ινωδόλυσης, το 
πλασμινογόνο ενεργοποιείται σε πλασμίνη η οποία διασπά την ινική. Η πρωτεολυτική δράση 
απεικονίζεται με πράσινα βέλη. Τα σημεία αναστολής από τον C1INH απεικονίζονται με κόκκινες 
γραμμές. (από Zuraw, με τροποποιήσεις)1 
 
Ο C1-INH επίσης αποτελεί τον κύριο αναστολέα του παράγοντα XIa του ενδογενούς 
μονοπατιού της πήξης του αίματος.70 Πράγματι σε μελέτες ασθενών με ΚΑΟ αυξάνονται 
σημαντικά κατά τη διάρκεια των κρίσεων τα επίπεδα του ενεργοποιημένου παράγοντα FVII, των 
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τμημάτων F1+2 της προθρομβίνης όπως και τα συμπλέγματα θρομβίνης- αντιθρομβίνης, αν και 
κατά την ύφεση παρέμεναν φυσιολογικά.66,71 
Τα αντιγονικά επίπεδα του ιστικός ενεργοποιητή του πλασμινογόνου (t-PA) και του 
ενεργοποιητή της ουροκινάσης του πλασμινογόνου (u-PA) καθώς και τα σύμπλοκα t-PA- C1INH 
είναι φυσιολογικά κατά την ύφεση αλλά και στις οξείς κρίσεις ασθενών με ΚΑΟ. Ωστόσο, κατά 
τη διάρκεια των κρίσεων τα σύμπλοκα πλασμίνης-αντιπλασμίνης αυξάνονται σημαντικά, 
υποστηρίζοντας αυξημένη ενεργοποίηση του συστήματος ινωδόλυσης μέσω άμεσης 
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3. ΑΝΤΙΦΕΛΕΓΜΟΝΩΔΕΙΣ ΔΡΑΣΕΙΣ ΤΟΥ C1INH  
Αν και η κύρια λειτουργία των σερπινών είναι η αναστολή πρωτεασών, αρκετά μέλη της 
οικογένειας έχουν επιπλέον βιολογικές δράσεις. Όσον αφορά τον C1INH έχουν περιγραφεί και 
πολλές άλλες δυνατότητες που ενισχύουν την αντιφλεγμονώδη δράση του και οι οποίες δεν 
εξαρτώνται από την ιδιοτητά του ως σερπίνη αλλά από μη-ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις με 
άλλες πρωτεΐνες στις επιφάνειες κυττάρων ή λιπιδίων.4 [Πίνακας 2].  
 
Πίνακας 2. Αντιφλεγμονώδεις δράσεις του C1ΙΝΗ που δεν εξαρτώνται από την 
ικανότητα αναστολής πρωτεασών σερίνης. 
         Στόχος       Βιολογική δράση 
Αλληλεπιδράσεις μέσω του αμινοτελικού άκρου 
Εναλλακτική οδός 
του συμπληρώματος  
C3b Αναστολή ενεργοποίησης 
Εξωκυττάρια 
θεμέλια ουσία 
Κολλαγόνο τύπου ΙV, λαμινίνη, εντακτίνη, 
CD36 
Συγκέντρωση του C1INΗ σε 
θέσεις φλεγμονής(;) 
Αλληλεπιδράσεις με κύτταρα 
Στην κυκλοφορία Ουδετερόφιλα, μακροφάγα 
Ενίσχυση της φαγοκυττάρωσης 
(;) 
Ενδοαγγειακά Ενδοθηλιακά κύτταρα  
Αναστολή της μετανάστευσης 
των λευκοκυττάρων 
Αλληλεπίδραση με παθογόνα 
Ενδοτοξίνη  E. coli 011:B4, 0127:B8, 055:B5, K-235 
Αναστολή της παραγωγής του 
TNF-α 
Βακτήρια 
Salmonella typhimurium,  
Salmonella minnesota,  
Salmonella typhosa,  
Bordetella pertussis, 
Escherichia coli,  
Serratia marcescen 
(;) 
Παράσιτα Plasmodium falciparum 
Καταστολή της εισβολής των 
ηπατοκυττάρων και των  
ερυθροκυττάρων 
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Οι Chang και συν ανέφεραν ότι ο C1INH προσδένεται σε λεμφοκύτταρα, μονοκύτταρα 
και ουδετερόφιλα αλλά όχι σε ερυθροκύτταρα.72 Η συγκεκριμένη δράση είναι ανεξάρτητη από 
την ικανότητα αναστολής πρωτεασών σερίνης και καταστέλεται από αποσιελοπoίηση που 
δείχνει ότι η πρόσδεση γίνεται μέσω υδατανθρακικών ομάδων. Πιθανοί υποδοχείς στην 
επιφάνεια των κυττάρων και οι συνέπειες αυτής της αλληλεπίδρασης δεν έχουν διευκρινιστεί. 
Είναι ενδιαφέρον ότι σε μοντέλα σήψης σε ποντίκια, ο C1INH καθώς και μία μορφή της 
πρωτεΐνης από την οποία απουσιάζει το ενεργό κέντρο μείωσαν τον αριθμό των βιώσιμων 
βακτηρίων και ενίσχυσαν τη βακτηριοκτόνο δράση των ουδετεροφίλων in vitro.73 Οι 
παρατηρήσεις αυτές σε συνδυασμό με μελέτες για τη μεσολάβηση του C1INH στην ενίσχυση της 
χημειοταξίας των ουδετερόφιλων στο πλάσμα που ενεργοποιείται από λιποπολυσακχαρίτες, 
ζυμοζάνη ή συμπλέγματα αντιγόνου-αντισώματος,74 αποδίδουν στον C1INH ένα ρόλο στην 
καταπολέμηση των βακτηριακών λοιμώξεων. 
Ένα ακόμη παράδειγμα είναι η ικανότητα του C1INH να αναστέλλει, κατ’ ένα 
δοσοεξαρτώμενο τρόπο, την πρόσφυση των κυττάρων U937 σε ενδοθηλιακά κύτταρα του 
ομφάλιου λώρου.75 Ο C1ΙΝΗ αλληλεπιδρά με τις E και P σελεκτίνες των ενδοθηλιακών κυττάρων 
μέσω σακχάρων της επιφάνειας του,75 καταστέλλοντας τη μετανάστευση των λευκοκυττάρων.76 
Οι Bergamaschini και συν είχαν περιγράψει στο παρελθόν ότι η δέσμευση του C1INH σε 
κολποειδή ενδοθηλιακά κύτταρα του ήπατος το προστατεύει το συκώτι από τη βλάβη ισχαιμίας-
επαναιμάτωσης.77,78 Η προσκόλληση του C1INH σε κυττάρα μέσω των σελεκτινών μπορεί να 
είναι σημαντική στη φυσιολογική καταστολή της φλεγμονής και μπορεί να εξηγήσει, εν μέρει, 
τον προστατευτικό ρόλο κατά τη διάρκεια φλεγμονωδών νοσημάτων. 
Επίσης έχουν περιγραφεί αλληλεπιδράσεις του C1INH με στοιχεία της εξωκυττάριας 
ουσίας και με ενδογενείς πρωτεΐνες οι οποίες δεν βασίζονται στην αναστολή πρωτεασών. Αν και 
η βιολογική σημασία αυτών των αντιδράσεων δεν είναι γνωστή, έχει διατυπωθεί η άποψη ότι 
οφελούν στη συγκέντρωση του C1INH σε εξωαγγειακές εστίες φλεγμονής με αποτέλεσμα την 
τοπική ρύθμιση της ενεργοποίησης του συστήματος συμπληρώματος και του συστήματος 
επαφής. Τα τελευταία χρόνια, περιγράφηκαν πολλές άλλες αντιφλεγμονώδης δράσεις του 
C1ΙΝΗ που δεν στηρίζονται στη αναστολή πρωτεασών. Ο C1ΙΝΗ συνδέεται με μια ποικιλία από 
στοιχεία της εξωκυττάριας ουσίας, συμπεριλαμβανομένων του κολλαγόνου τύπου IV, της 
λαμινίνης, της εντακτίνης και του ινωδογόνου.79 Επίσης ο C1ΙΝΗ δρα μη ομοιοπολικά με τον 
παράγοντα C3b αναστέλλοντας το σχηματισμό της C3 κονβερτάσης της εναλλακτικής οδού 
ενεργοποίησης του συμπληρώματος, μια λειτουργία ανάλογη με εκείνη του παράγοντα Η.80 Ο 
C1ΙΝΗ δέσμευεται με Gram αρνητικά βακτήρια, όπως Salmonella typhimurium, Bordetella 
pertussis και E. coli O157:H7, καταστέλλοντας το σοκ από ενδοτοξίνες, εμποδίζοντας την 
αλληλεπίδραση τους με το σύνθετο υποδοχέα τους στα μακροφάγα,81 καθώς και την επαγωγή 
σήψης. (ανασκόπηση στο 4) Οι παρατηρήσεις αυτές δείχνουν ότι ο C1ΙΝΗ είναι μια πολύπλευρη 
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αντι-φλεγμονώδης πρωτεΐνη, η οποία ασκεί τις δράσεις της μέσα από μια ποικιλία μηχανισμών 
που περιλαμβάνουν τόσο αναστολή πρωτεασών όσο και διάφορες μη-ομοιοπολικές 
αλληλεπιδράσεις.  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:53:35 EET - 137.108.70.7
19 
 
4. ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΣ V480M-SERPING1 
Τα τελευταία χρόνια οι πολλαπλές εφαρμογές της βιοτεχνολογίας στην κλινική ιατρική 
συνέβαλαν στην αποσαφήνιση αρκετών μηχανισμών, που διέπουν την ανθρώπινη υγεία, με 
αρκετές μοριακές λεπτομέρειες. Η αποκωδικοποίηση του ανθρώπινου γονιδιώματος και η 
διαλεύκανση των κοινών γενετικών αλλοιώσεων οδήγησαν τους ερευνητές να μελετήσουν την 
επιρροή των γενετικών αλλαγών στην ανάπτυξη ασθενειών. 
Οι πολλαπλές αλληλεπιδράσεις μεταξύ του γενετικού υπόβαθρου και οι περιβαλλοντικοί 
παράγοντες φαίνεται να οδηγούν και να κατευθύνουν την ανάπτυξη ασθενειών.82 Σήμερα 
γνωρίζουμε ότι μεταβολές ορισμένων γονιδίων προδιαθέτουν σε ευαισθησία ή αντίσταση 
εναντίον συγκεκριμένων παθογόνων.  
Ενώ η υπεύθυνη γενετική βλάβη στο ΚΑΟ είναι γνωστή, κατανοούμε ελάχιστα σχετικά 
με το ποιοι παράγοντες, γενετικοί ή περιβαλλοντικοί, μπορεί να επηρεάζουν την κλινική 
εκδήλωση του νοσήματος. Η κλινική βαρύτητα του ΚΑΟ δεν έχει συσχετιστεί με το είδος της 
μετάλλαξης,29,83 καθώς ακόμα και ασθενείς οι οποίοι ανήκουν στην ίδια οικογένεια και φέρουν 
την ίδια μετάλλαξη παρουσιάζουν σε σημαντικό βαθμό διαφορετική κλινική εικόνα. Τα 
τελευταία χρόνια πραγματοποιούνται μελέτες για την εύρεση πιθανών πολυμορφισμών των 
μορίων που εμπλέκονται στην παθογένεια του ΚΑΟ καθώς και του ίδιου του C1INH.84  
Όπως αναφέραμε, οι περισσότερες μεταλλάξεις στο γονίδιο SERPING1 αιτιολογούν την 
εμφάνιση του ΚΑΟ. Ωστόσο υπάρχει μία μοναδική παρερμηνεύσιμη μετάλλαξη που δεν οδηγεί σε 
νόσο και η μεγάλη της συχνότητα στον πληθυσμό την κατατάσσουν ανάμεσα στους 
πολυμορφισμούς.10 Πρόκειται για τον πολυμορφισμό V480M (rs 4926) και την αντικατάσταση 
ενός καταλοίπου βαλίνης από μεθειονίνη εξ’ αιτίας την μετάπτωση μιας γουανίνης σε αδενίνη 
(GΤG σε AΤG) στον υδρόφοβο πυρήνα του μορίου [Εικόνα 3].85 Αρχικά προτάθηκε, ότι ο 
συγκεκριμένος πολυμορφισμός είχε ως επακόλουθο την παραγωγή μερικώς εκκρινόμενης και 
δυσλειτουργικής πρωτεΐνης, αναφέροντας ότι η βαλίνη στη συγκεκριμένη θέση είναι σημαντική 
για την αναδίπλωση του μορίου.38 Ωστόσο οι Cumming και συν δεν διαπίστωσαν διαφορές 
μεταξύ του C1INH- V480 και του C1INH- M480 όσον αφορά τη δομή, τη σταθερότητα της 
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Εικόνα 3. Πολυμορφισμό V480M. Ένα κατάλοιπο βαλίνης αντικαθίσταται από 
μεθειονίνη εξ’ αιτίας την μετάπτωση μιας γουανίνης σε αδενίνη (GΤG σε AΤG). (από 
http://snpeffect.switchlab.org/) 
 
Παρά τη συχνότητα του συγκεκριμένου πολυμορφισμού δεν υπάρχουν αρκετές μελέτες 
συσχέτισης του με διάφορα νοσήματα. Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως ο βαθμός σύνθεσης 
του C1INH μπορεί να αυξηθεί μέχρι 2.5 φορές του κανονικού σε ασθενείς με ρευματοειδή 
αρθρίτιδα.21 Μία μεγάλη σε αριθμό ατόμων μελέτη που προσπάθησε να συσχετίσει τον 
πολυμορφισμό με την ευαισθησία και τη βαρύτητα της ρευματοειδούς αρθρίτιδας δεν έδειξε 
κάποια στατιστικά σημαντική διαφορά.86 Τα ίδια αποτελέσματα είχαν και δύο μελέτες για τη 
γεροντική εκφύλιση της ωχράς κοιλίδας στον υποπληθυσμό Han στην Κίνα,
87,88 αν και ένας 
άλλος πολυμορφισμός στην 5’ αμετάφραστη περιοχή του SERPING1 συμβάλλει στην αύξηση των 
επιπέδων του C1INH σε ασθενείς με τη συγκεκριμένη νόσο.89 Οι Emonts και συν διέκριναν 
κάποια σχέση ανάμεσα στον πολυμορφισμό V480M και στη ρινική μεταφορά του Staphylococcus 
aureus όπου φάνηκε ότι η ομοζυγωτία δρα προστατευτικά υπέρ του σταφυλόκοκκου.6 Άρα σε 
ομοζυγώτες ο Staphylococcus aureus διαφεύγει από το συμπλήρωμα και ως εκ τούτου επιβιώνει 
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5. ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ ΥΠΟΘΕΣΗ 
Ενώ το ΚΑΟ οφείλεται σε μεταλλάξεις του γονίδιου SERPING1,1,91 όπως αναφέρθηκε 
ήδη, το είδος της μετάλλαξης δεν σχετίζεται με τη συχνότητα, τη βαρύτητα και την εντόπιση 
των κρίσεων, ενώ πάσχοντες με την ίδια μετάλλαξη, ακόμα και μέλη της ίδιας οικογένειας, 
μπορεί να έχουν τελείως διαφορετική κλινική εικόνα, γεγονός που υποδηλώνει ότι άλλοι 
επιπρόσθετοι παράγοντες (γενετικοί και περιβαλλοντικοί) επηρεάζουν το φαινότυπο της 
νόσου.91 Στο πλαίσιο αυτό δεν έχει γίνει καμία μελέτη που να συσχετίζει την κλινική εκδήλωση 
της νόσου με τον πολύ συχνό στο γενικό πληθυσμό πολυμορφισμό V480M. 
Τα τελευταία χρόνια γίνεται όλο και πιο προφανές ότι τα παθογόνα έχουν αναπτύξει 
διάφορους μηχανισμούς για να διαφεύγουν από το ανοσιακό σύστημα, συμπεριλαμβανομένου 
του συμπληρώματος. Αρκετές μελέτες έχουν δείξει ότι οι Streptococcus pyogenes (ομάδα Α β-
αιμολυτικό στρεπτόκοκκο [GAS]) και Haemophilus influenzae, που απομονώνονται στο 14 έως 
37% και 16 έως 32% των ασθενών, αντίστοιχα, αποτελούν τα πιο κοινά βακτήρια που προκαλούν 
υποτροπιάζουσα οξεία αμυγδαλίτιδα και υπερτροφία των αμυγδαλών.92,93,94,95,96 Ωστόσο τα ίδια 
μικρόβια έχουν απομονωθεί από τις αμυγδαλές υγιών ατόμων.96 Σε γενικές γραμμές, δεν έχουν 
παρατηρηθεί σημαντικές διαφορές στη μικροβιακή χλωρίδα μεταξύ των ασθενών με 
αμυγδαλίτιδα και των υγιών μαρτύρων.96,97 Ως εκ τούτου, αναδυόμενα και αναπάντητα 
ερωτήματα εξακολουθούν να είναι γιατί ορισμένα άτομα είναι πιο ευπαθή σε λοιμώξεις των 
αμυγδαλών, καθώς και γιατί κάποια από αυτά υποφέρουν από λοιμώξεις από συγκεκριμένα 
βακτήρια; Αν και οι περιβαλλοντικοί παράγοντες επηρεάζουν τη νοσηρότητα από κοινά 
βακτήρια,98 αξίζει να σημειωθεί ότι μια γενετική προδιάθεση για τη νόσο έχει επίσης 
παρατηρηθεί.99,100 Από την πρόσφατη μελέτη συσχέτισης των Emonts και συν ανάμεσα στον 
πολυμορφισμό V480M και στη ρινική μεταφορά του Staphylococcus aureus προέκυψε ότι η 
ομοζυγωτία δρα προστατευτικά έναντι του Gram θετικού βακτηρίου Staphylococcus aureus.6 
Άρα δεν αποκλείεται το γεγονός ο συγκεκριμένος πολυμορφισμός να επηρεάζει και την 
ευπάθεια του οργανισμού στον Streptococcus pyogenes και στον Haemophilus influenzae. 
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6. ΣΚΟΠΟΣ  
Λαμβάνοντας υπόψη τις παραπάνω εργασίες απώτερος σκοπός της παρούσας μελέτης 
ήταν η διερεύνηση πιθανής συσχέτισης ασθενών με ΚΑΟ που φέρουν τον πολυμορφισμό V480M 
με την επίπτωση, βαρύτητα αλλά και τη συχνότητα των κρίσεων όπως επίσης και ασθενών με 
φλεγμονή των αμυγδαλών με την επίδραση που επιφέρει η ύπαρξη του πολυμορφισμού έναντι 
των παθογόνων Streptococcus pyogenes και Haemophilus influenzae. 
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1. ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΚΑΙ ΜΑΡΤΥΡΕΣ 
 
1.1. ΚΛΗΡΟΝΟΜΙΚΟ ΑΓΓΕΙΟΟΙΔΗΜΑ 
Το υλικό της παρούσας μελέτης αποτέλεσαν δείγματα ολικού περιφερικού αίματος και 
ορού 70 ασθενών ελληνικής και ρουμανικής καταγωγής (36 άνδρες, 34 γυναίκες, μέση ηλικία: 
38.6 έτη, ηλικιακό εύρος: 5 έως 80 ετών), τα οποία προήλθαν από το εργαστήριο Ανοσολογίας 
και Ιστοσυμβατότητας του Πανεπιστημιακού Nοσοκομείου Λάρισας. Η συλλογή του υλικού έγινε 
κατά το χρονικό διάστημα Νοεμβρίου του 2009 με Μάιο του 2012. Μελετήσαμε σε μοριακό 
επίπεδο 70 άτομα μέλη 34 διαφορετικών οικογενειών με ΚΑΟ τύπου Ι και ΙΙ. Όλοι οι ασθενείς 
πληρούσαν τουλάχιστον ένα σημαντικό κλινικό κριτήριο και ένα εργαστηριακό κριτήριο, μαζί με 
θετικό οικογενειακό ιστορικό, σύμφωνα με τις τελευταίες κατευθυντήριες γραμμές για τη 
διάγνωση του κληρονομικού αγγειοοιδήματος.101 Συγκεκριμένα όλοι οι ασθενείς εμφανίζουν 
υποτροπιάζοντα επεισόδια αγγειοοιδήματος, με μειωμένα αντιγονικά επίπεδα του C1ΙΝΗ και του 
παράγοντα C4 και φυσιολογικά επίπεδα C1q και C3. Στην μελέτη συμπεριλήφθηκαν 5 
ασυμπτωματικοί ασθενείς και 7 ασθενείς χωρίς οικογενειακό ιστορικό νόσου. Για το σκοπό της 
εργασίας κρίθηκε απαραίτητη η καταγραφή του οικογενειακού ιστορικού καθώς και των 
δημογραφικών στοιχείων των ασθενών. Τα δημογραφικά στοιχεία των ασθενών όπως και ο 
διαχωρισμός των ασθενών με βάση την κλινική εκδήλωση της νόσου συνοψίζονται στον Πίνακα 
3. 
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Πίνακας 3. Δημογραφικά χαρακτηριστικά των ασθενών με ΚΑΟ. 
 Συνολικά Ρουμανία Ελλάδα 
Αριθμός (οικογενειών, ασθενών) 34, 70 14, 19 20, 51 
Φύλο (άνδρες/ γυναίκες) 36/ 34 7/ 12 29, 22 
Ηλικία ανάλυσης (μέση τιμή, εύρος) 38.6, 5-80 38.8, 10-72 38.5, 2-80 
Έναρξη των συμπτωμάτων           
(μέση τιμή, εύρος) 
15.8, 2-70 27.4, 2-70 11.4, 2-32 
Ηλικία διάγνωσης                       
(μέση τιμή, εύρος) 
30.9, 2-78 37.0, 10-70 28.7, 2-78 
Καθυστέρηση διάγνωσης           
(μέση τιμή, εύρος) 
15.7, 0-58 9.7, 0-52 18.5, 0-58 
Ασθενείς χωρίς νόσο (Ν, %) 5, 7.1 1, 5.3 4, 7.8 
Χωρίς οικογενειακό ιστορικό (Ν, %) 7, 10.0 1, 7.1 6, 30 
ΚΑΟ τύπου ΙΙ (Ν,%) 3, 8.8 1, 7.1 2, 10 
Ασθενείς με κρίσεις στο λάρυγγα         
(Ν, %) 
39, 55.7 12, 63.2 27, 52.9 
Ασθενείς με κρίσεις στην κοιλιακή 
χώρα (σπάνια, συχνά, κυρίως, Ν, %) 
16 (22.9),       
29(41.4),                 
25 (35.7) 
1 (5.3),              
12 (63.2),          
6 (31.6) 
15 (29.4),           
17 (33.3),          
19 (37.3) 
Ασθενείς σε θεραπεία μακράς 
διάρκειας (Ν, %) 
31, 44.3 3, 15.8 28, 54.9 
 
1.2. ΦΛΕΓΜΟΝΗ ΤΩΝ ΑΜΥΓΔΑΛΩΝ 
Στη μελέτη εντάχθηκαν 108 ασθενείς (55 άνδρες, 53 γυναίκες, μέση ηλικία 9.13 έτη, 
ηλικιακό εύρος: 3 έως 36 ετών) οι οποίοι υποβλήθηκαν σε ολική ή μερική αμυγδαλεκτομή 
μεταξύ Ιανουαρίου 2006 και Ιανουαρίου 2010. Τα δείγματα προήλθαν από το εργαστήριο 
Μικροβιολογίας του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας. Οι ασθενείς χωρίστηκαν σε δύο 
ομάδες: η ομάδα των ασθενών με υποτροπιάζουσα αμυγδαλίτιδα αποτελούνταν από 92 
άτομα(48 άνδρες/ 44 γυναίκες) και η ομάδα των ασθενών με υπερτροφία αμυγδαλών από 
16άτομα (7 άνδρες/9 γυναίκες). Ασθενείς με υποτροπιάζουσα αμυγδαλίτιδα που είχαν 
τουλάχιστον τρία επεισόδια σε καθένα από τα προηγούμενα 3 χρόνια, πέντε επεισόδια σε κάθε 
ένα από τα προηγούμενα 2 χρόνια, ή επτά επεισόδια τον τελευταίο χρόνο ταξινομήθηκαν στην 
ομάδα 1, ενώ οι ασθενείς με υπερτροφία των αμυγδαλών που συνοδεύεται από ροχαλητό, 
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δυσφαγία, στοματική αναπνοή, και σύνδρομο υπνικής άπνοιας, αλλά χωρίς υποτροπιάζουσα 
αμυγδαλίτιδα ταξινομήθηκαν στην ομάδα 2 [Πίνακας 4]. Οι ασθενείς που ελάμβαναν 
αντιβιοτικά 2 εβδομάδες πριν τη χειρουργική επέμβαση αποκλείστηκαν. Η χειρουργική 
επέμβαση πραγματοποιήθηκε κατά τη διάρκεια περιόδων που οι ασθενείς ήταν ελεύθεροι 
συμπτωμάτων. Δείγματα φαρυγγικού επιχρίσματος λαμβάνονταν από κάθε ασθενή πριν από την 
χειρουργική επέμβαση. Οι ιστοί των αμυγδαλών που εξήχθησαν κατά τη διάρκεια της 
χειρουργικής επέμβασης μεταφέρθηκαν αμέσως σε αποστειρωμένα δοχεία και στάλθηκαν στο 
εργαστήριο. Οι ιστοί των αμυγδαλών κοβόταν σε πολλά κομμάτια (2 έως 4 mm), χωρίζονταν σε 
τρία μέρη για τη συμβατική καλλιέργεια, μοριακές αναλύσεις, καθώς και αρχειακό υλικό, και 
αποθηκεύτηκαν σε θερμοκρασία -80°C. 
Πίνακας 4. Δημογραφικά χαρακτηριστικά των ασθενών με αμυγδαλίτιδα. 




Αριθμός ασθενών 108 92 16 
Φύλο (άνδρες/ γυναίκες) 55/53 48/44 7/9 
Ηλικία ανάλυσης        
(μέση τιμή, εύρος) 
9.13, 3-36 9.8, 3-36 5.43, 3-12 
Haemophilus influenzae 75 (69,4%) 63 12 
Streptococcus pyogenes 27 (25%) 24 3 
Haemophilus influenzae & 
Streptococcus pyogenes 
6 (5.5%) 5 1 
 
1.3. ΥΓΙΕΙΣ ΜΑΡΤΥΡΕΣ 
Μια ομάδα από 108 υγιείς δότες περιφερικού αίματος (53 άνδρες/ 55 γυναίκες, μέση 
ηλικία 62.3 έτη, ηλικιακό εύρος 10 έως 90 ετών) χρησίμευσε ως υγιής ομάδα μαρτύρων για την 
εκτίμηση του επιπολασμού του εξεταζόμενου πολυμορφισμού στο γενικό ελληνικό πληθυσμό. Η 
τιμή της μέσης ηλικίας είναι διαφορετική από τις ομάδες τόσο των ασθενών με ΚΑΟ όσο και 
εκείνων με αμυγδαλίτιδα, καθώς, ειδικά για τη δεύτερη νόσο όλοι οι ασθενείς είναι παιδιά, 
οπότε δεν ήταν δυνατό και ηθικό να έχουμε παρόμοια ομάδα μαρτύρων. Όλα τα δείγματα 
προήλθαν από ανεξάρτητα άτομα, Ελληνικής καταγωγής, όπως αξιολογούνται από το 
ερωτηματολόγιο. Η έρευνα διεξήχθη σύμφωνα με τη Διακήρυξη του Ελσίνκι, που συντάχθηκε 
από την Παγκόσμια Ιατρική Ένωση (WMA) και εγκρίθηκε από τα Επιστημονικά Συμβούλια των 
συμμετεχόντων νοσοκομείων. Γραπτή συγκατάθεση δόθηκε από κάθε άτομο ή το συνοδεύοντα 
συγγενή, στην περίπτωση των ασθενών από τους οποίους η συναίνεση δεν ισχύει νομικά (π.χ. 
παιδιά).  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:53:35 EET - 137.108.70.7
27 
 
2. ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΚΑΙ ΑΝΑΛΩΣΙΜΑ ΥΛΙΚΑ  
Στο σύνολο των διεργασιών που συμπεριλαμβάνονται στη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν 
αντιδραστήρια και αναλώσιμα υλικά, τα χαρακτηριστικά των οποίων αναγράφονται στους 
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Πίνακας 5: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη και χαρακτηριστικά τους. 
Αντιδραστήριο Όνομα προϊόντος Αρ.Καταλόγου Προέλευση 
Ισοπροπανόλη Isopropanol AL0323 Scharlau, Spain 
Αιθανόλη 100% Absolute Ethanol ET0016 Scharlau, Spain 
Αποστειρωμένο νερό Water for injection - DEMO S.A, Greece 
Αγαρόζη Agarose  16500-500 Invitrogen, UK 
Βρωμιούχο αιθίδιο Ethidium Bromide, 10 mg/mL 15585-011 BioRad, USA 
Διάλυμα TBE TBE 10x buffer 15581-028 Invitrogen,UK 
Διάλυμα ρυθμιστικό χωρίς MgCl2 PCR Run Buffer 10x (-MgCl2) Y02028 Invitrogen, UK 
Διάλυμα ρυθμιστικό με MgCl2 50Mm MgCl2 Y02016 Invitrogen, UK 
Μάρτυρας DNA E-Gel® Low Range Quantitative DNA Ladder 12373-031 Invitrogen, UK 
Χρωστική 10X BlueJuice™ Gel Loading Buffer 10816-015 Invitrogen, UK 
Νερό ελεύθερο Rnασών Ultra Pure Water  10977-015 Gibco, USA 
Ολιγονουκλεοτίδια 100mM dNTP set 10297-018 Invitrogen, UK 
Μάρτυρας DNA 100bp DNA Ladder 15622805 Invitrogen, UK 
Περιοστική ενδονουκλεάση Hin1II Hin1II Restriction Enzyme ER1831 New England Biolabs, USA 
Πολυμεράση Taq Taq DNA polymerase 18038-042 Invitrogen, UK 
Kit εκχύλισης DNA QiAamp DNA Blood Mini Kit 51104 Qiagen, Germany 
Kit καθαρισμού προϊόντος PCR QiAquick PCR Purification Kit  28106 Qiagen, Germany 
Kit εξαγωγής υλικού από γέλη QiAquick Gel Extraction Kit 28706 Qiagen, Germany 
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Πίνακας 6: Αναλώσιμα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη και χαρακτηριστικά τους. 
Αναλώσιμα Όνομα προϊόντος Αρ.Καταλόγου Προέλευση 
Βαθμονομημένη πιπέτα 0,2-2μL 0,2-2μL pipette, sterile F144801 Gilson Inc, USA 
Βαθμονομημένη πιπέτα 1-10μL 1-10μL pipette, sterile F144802 Gilson Inc, USA 
Βαθμονομημένη πιπέτα 2-20μL 2-20μL pipette, sterile F123600 Gilson Inc, USA 
Βαθμονομημένη πιπέτα 20-100μL 20-100μL pipette, sterile F123615 Gilson Inc, USA 
Βαθμονομημένη πιπέτα 50-200μL 50-200μL pipette, sterile F123601 Gilson Inc, USA 
Βαθμονομημένη πιπέτα 200-1000μL 200-1000μL pipette, sterile F123602 Gilson Inc, USA 
Κυβέτες φωτομέτρου Uvette 220-1600 nm 9520010051 Eppendorf, UK 
Ρύγχη πιπέτας 10 μL 10 μL sterilised long tips  DL10ST Gilson Inc, USA 
Ρύγχη πιπέτας 100 μL, με φίλτρο 100 μL sterilised filter tips DF100ST Gilson Inc, USA 
Ρύγχη πιπέτας 1000 μL 1000 μL sterilised filter tips DF1000ST Gilson Inc, USA 
Ρύγχη πιπέτας 200 μL 200 μL sterilised tips  D200ST Gilson Inc, USA 
Ρύγχη πιπέτας 200 μL, με φίλτρο 200 μL sterilised filter tips  DF200ST Gilson Inc, USA 
Ρύγχη πιπέτας 30 μL, με φίλτρο 30 μL sterilised filter tips DF30ST Gilson Inc, USA 
Σωληνάρια γενικής αίματος VACUETTE® EDTA tubes 454087 Vacuette, USA 
Φιαλίδιο PCR PCR tubes, Flat cap, sterile  6571 Corning, USA 
Φιαλίδιο PCR PCR tubes, Flat cap, sterile  6571 Corning, USA 
Φιαλίδιο φυγοκέντρησης 1,5 mL Rnase- Dnase free, 1,5 mL microfuge tubes AM12400 Ambion, USA 
Φιαλίδιο φυγοκέντρησης 15  mL 15 mL centrifuge tubes- sterile, 430791 Corning, USA 
Sterile Disposable Scalpel Shangai Medex International GRF-2980 MedExSupply, USA 
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3. ΜΕΘΟΛΟΓΙΑ ΕΡΕΥΝΑΣ 
3.1 ΕΚΧΥΛΙΣΗ DNA 
Η εκχύλιση του γενετικού υλικού (DNA) έγινε με τη χρήση ειδικού συστήματος (kit), 
του QiAamp DNA Blood Mini Kit, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (Qiagen). Το 
σύστημα απομόνωσης περιλάμβανε 4 τύπους διαλυμάτων, η σύσταση των οποίων δεν 
αναφέρεται από την εταιρία. Το πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε στηρίζεται στην 
απομόνωση του γενετικού υλικού (DNA) από εμπύρηνα λευκοκύτταρα και στον περαιτέρω 
καθαρισμό του από πρωτεΐνες και άλατα στα επόμενα στάδια. Αρχικά, από κάθε φιαλίδιο 
γενικής περιφερικού αίματος με αντιπηκτικό K3EDTA έγινε λήψη 200 μL, τα οποία 
προστέθηκαν σε σωληνάριο φυγοκέντρησης των 1,5 mL που περιείχε 200 μL διαλύματος 
λύσης (Buffer AL) και 20 μL Qiagen πρωτεάσης. Σκοπός του ενζύμου αυτού, είναι η 
απομάκρυνση κυτταρικών και ιστονικών πρωτεϊνών προσδεμένων στο DNA, μέσω της πέψης 
πεπτιδικών δεσμών σε αλειφατικά, αρωματικά και υδρόφοβα αμινοξέα. Ακολούθησε 
ανάδευση (vortex) και επώαση του μείγματος σε υδατόλουτρο στους 56οC για 20 λεπτά. Στη 
συνέχεια προστέθηκαν 200μL απόλυτης αιθανόλης 96-100% και κατόπιν συντελέστηκε 
μεταφορά του μείγματος σε ειδική στήλη (QiAamp Spin Column). Έπειτα, πραγματοποιήθηκε 
φυγοκέντρηση στις 8000 στροφές για 1 λεπτό. Ακολούθησαν 2 διαδοχικές πλύσεις της 
στήλης με τα διαλύματα AW1 και AW2 στις 8000 στροφές για 1 λεπτό και 14000 στροφές για 
3 λεπτά, αντίστοιχα. Μέσω των προαναφερθέντων διαλυμάτων επιτεύχθηκε η απομάκρυνση 
πρωτεϊνών και άλλων στοιχείων, που μπορούν να μειώσουν την ποιότητα και 
περιεκτικότητα του DNA και κατ’ επέκταση να παρεμποδίσουν πιθανά την PCR και άλλες 
ενζυμικές αντιδράσεις. Τέλος, προστέθηκαν σε κάθε στήλη 100 μL διαλύματος εκχύλισης ΑΕ 
(Elution Buffer), ακολούθησε επώαση ενός λεπτού και τελική φυγοκέντρηση στις 
8000στροφές για 1 λεπτό. Η συγκέντρωση του DNA ήταν περίπου 50-200 ng/μL. Τα 
δείγματα DNA μπορούσαν να διατηρηθούν στους 2-8οC για λίγες μέρες ή κατά προτίμηση σε 
βαθιά κατάψυξη (-80οC) για μεγάλο χρονικό διάστημα, όπως στην δική μας περίπτωση. 
 
3.2. ΜΟΡΙΑΚΗ ΜΕΛΕΤΗ 
3.2.1. ΡCR RFLP ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΟΥ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ V480M- 
SERRPING1 
Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής χρησιμοποιήθηκε η κλασσική αντίδραση 
πολυμεράσης, ακολουθούμενη από πέψη με περιοριστικό ένζυμο (PCR RFLP), με σκοπό την 
ανίχνευση του πολυμορφισμού V480Μ. Χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές, που αντλήθηκαν από 
τη διεθνή βιβλιογραφία, οι οποίοι αποσκοπούσαν στη μελέτη συγκεκριμένου αναγνωστικού 
πλαισίου, όπου εδράζεται ο εν λόγω πολυμορφισμός. Το πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε 
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ήταν των Bowen και συν. με τροποποιήσεις.29 Στον Πίνακα 7, παρουσιάζονται αναλυτικά οι 
ονομασίες, η νουκλεοτιδική σύσταση, το μήκος των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν κατά 
την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης καθώς και το μήκος του προϊόντος του γονιδίου 
SERPING1 που ενισχύεται. 
 
Πίνακας 7: Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την ανίχνευση του 
πολυμορφισμού V480M- SERPING1. 




ΠρόσθιοςC8S AACCCAGAGAATTCAGGACAAAG 23 
632 
ΟπίσθιοςC8AS AAAAACAAAGGCAAAGCAGAGA 22 
 
Από κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν 100–200 ng γενομικού DNAπου ενισχύθηκαν σε 
αντίδραση PCR 30 μl που περιείχε 62.5 μmol/l από κάθε τριφωσφορικό νουκλεοτίδιο, 50 
pmoles/μΙ από τον κάθε εκκινητή, 1.5 mmol/l MgCl2 and 0.8 U του ενζύμου Taq 
πολυμεράση. Στον Πίνακα 8 παρατίθενται οι θερμοκρασίες και η διάρκεια του κάθε σταδίου 
της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης. Οι συνθήκες της αντίδρασης διεξήχθησαν σε 30 
κύκλους. Για την επίτευξη των αντιδράσεων PCR χρησιμοποιήθηκε ο αυτόματος κυκλικός 
μετατροπέας θερμοκρασίας Robocycler Gradient 96 Stratagene (California, USA), ενώ κατά 
τη διεξαγωγή των πειραμάτων ακολουθήθηκαν όλες οι προφυλάξεις για την αποφυγή 
επιμόλυνσης των δειγμάτων. Αξίζει να σημειωθεί ότι σε κάθε πείραμα συμπεριλήφθηκε ένα 
σωληνάριο μάρτυρας χωρίς γενετικό υλικό (blank), έτσι ώστε να ελεγχθεί η καθαρότητα 
των αντιδραστηρίων. Τα προϊόντα PCR διαχωρίστηκαν σε πηκτή αγαρόζης 2% και 
φωτογραφήθηκαν σε τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας. Το προϊόν της αντίδρασης PCR 
εμφανίζει μια δέσμη μήκους 632 bp όπως φαίνεται στον Πίνακα 7. 




Στάδιο Θερμοκρασία Διάρκεια 
Αρχική αποδιάταξη (First denaturation) 94oC 2min 
Αποδιάταξη (Denaturation) 94oC 45sec 
Υβριδισμός (Annealing) 58oC 45sec 
Επέκταση (Extension) 72oC 45sec 
Τελική επέκταση (Final Extension) 72oC 5min 
Κύκλοι 30 
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3.2.2. ΠΕΨΗ ME ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΑ ΕΝΖΥΜΑ 
Η μελέτη του πολυμορφισμού V480M- SERPING1, πραγματοποιήθηκε έπειτα από 
πέψη των προϊόντων PCR του όγδοου εξωνίου με ένζυμο περιορισμού. Για την πέψη 6μL του 
προϊόντος PCR χρησιμοποιήθηκαν 2,5 U του ενζύμου Hin1II, παρουσία του ρυθμιστικού 
διαλύματος G, το οποίο παρέχεται από τον κατασκευαστή (New England biolabs). Στη 
συνέχεια, πραγματοποιήθηκε η επώαση του μείγματος σε υδατόλουτρο στους 37°C για 
τουλάχιστον 16 ώρες. Στην Εικόνα 4 φαίνεται η αλληλουχία δίκλωνου DNA που αναγνωρίζει 
και κατατέμνει το ένζυμο Hin1II. 
 
 Εικόνα 4. Η αλληλουχία δίκλωνου DNA που αναγνωρίζει και κατατέμνει το ένζυμο 
Hin1 II. 
 
Ο διαχωρισμός των προϊόντων πέψης έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2,5-
3,0%. Αναλυτικά, επί απουσίας της μετάλλαξης στο κωδίκιο 480, ανιχνεύονται δύο δέσμες 
προϊόντων PCR στα 265 και 207bp μετά την ηλεκτροφόρηση του PCR προϊόντος (προϊόν 
όγδοου εξωνίου) που προκύπτει από το αρχικό προϊόν. Σε περίπτωση ομοζυγωτίας 
δημιουργείται μια νέα θέση πέψης στις 226 bp ενώ χάνεται η θέση κατάτμησης στις 265 bp 
του αρχικού προϊόντος PCR. Σε ετεροζυγώτες φορείς του πολυμορφισμού ανιχνεύονται μετά 
την ηλεκτροφόρηση τρεις δέσμες στις 265, 226 και 207bp. Ως θετικοί μάρτυρες της πέψης 
χρησιμοποιήθηκαν δείγματα στα οποία είχε επιβεβαιωθεί η ύπαρξη του πολυμορφισμού με 
την τεχνική ανάλυση αλληλουχίας βάσεων. 
 
3.2.3. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΓΕΛΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 
Ο έλεγχος του μεγέθους των προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης 
(PCR) καθώς και ο διαχωρισμός των προϊόντων πέψης έγιναν ορατοί με ηλεκτροφόρηση σε 
γέλη αγαρόζης 2,5 με 3%, επί παρουσίας ρυθμιστικού διαλύματος 1xTBE. Στο πήκτωμα 
προστέθηκε διάλυμα βρομιούχου αιθιδίου τελικής συγκέντρωσης 0,5 ng/ml, το οποίο 
αποτέλεσε την φθορίζουσα χρωστική. Το βρομιούχο αιθίδιο έχει τη δυνατότητα να διεισδύει 
ανάμεσα στις βάσεις του DNA και να φθορίζει, όταν εκτεθεί σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV). 
Σε κάθε ένα από τα δείγματα προστέθηκε ειδική χρωστική (loading dye) σε 
αναλογία 1/10 του όγκου του δείγματος που ηλεκτροφορείται (10µL δείγματος, 1µL 
χρωστική), έτσι ώστε να διακρίνεται η μετανάστευση τους στο πήκτωμα. Στη συνέχεια το 
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κάθε μείγμα τοποθετήθηκε στο πήκτωμα και μετακινούνταν από 50 έως 70 λεπτά στα 120 V 
και 400 mA. Για τον υπολογισμό του μεγέθους, τόσο των προϊόντων PCR όσο και προϊόντων 
πέψης, χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας μοριακών βαρών ο Ε-Gel Low Range Ladder (100-
2000 ζεύγη βάσεων). Η φωτογράφηση της γέλης έγινε υπό υπεριώδες φως (UVITEC, 
SerialNo. M031308) και του συνοδού λογισμικού ‘gel capture’ (DNR Bioimaging Systems), 
ενώ οι φωτογραφίες αποθηκεύτηκαν σε μορφή bitmap. 
 
3.2.4. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΡΟΙΟΝΤΩΝ PCR ΠΡΟΣ ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ 
ΒΑΣΕΩΝ 
Για την επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων, σχετικά με την παρουσία των γενετικών 
παραλλαγών που μελετήθηκαν, έγινε ανάλυση αλληλουχίας βάσεων (sequencing), κατόπιν 
καθαρισμού των PCR προϊόντων, σε αρκετά από τα δείγματα. Χρησιμοποιήθηκαν τυχαία 
αλλά και επιλεγμένα δείγματα, τόσο θετικά, ως προς την παρουσία του εν λόγω 
πολυμορφισμού, όσο και αρνητικά. Πραγματοποιήθηκε κατευθυνόμενη αλληλούχηση με τη 
χρήση του Big Dye Terminator DNA sequencing kit (Applied Biosystems) και του γενετικού 
αναλυτή αλληλουχίας βάσεων ABI Prism 7100 (Applied Biosystems, Foster City, CA). 
Ο καθαρισμός των προϊόντων PCR πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του QIAquick Gel 
extraction kit (Qiagen, Cat.No. 28706), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 
Αποσκοπούσε στην απομάκρυνση εκκινητών, νουκλεοτιδίων, πολυμεράσης και αλάτων, 
προκειμένου να χρησιμοποιηθούν στη συνέχεια για ανάλυση αλληλουχίας βάσεων. 
Αναλυτικότερα: σε πρώτη φάση το προϊόν της PCR ηλεκτροφορείται για 50 λεπτά και έπειτα 
τοποθετείται σε μηχάνημα που εκπέμπει υπεριώδες φως (UV transilluminator, UVITEC, Cat 
no M031308) έτσι ώστε να είναι δυνατή η κοπή με νυστέρι της επιθυμητής δέσμης. Μετά την 
αφαίρεση προσθέτουμε σε κάθε φυαλλίδιο με κομμάτι γέλης το ρυθμιστικό διάλυμα Buffer 
QG σε ποσότητα τρεις φορές μεγαλύτερη από τον αρχικό όγκο της γέλης που έχει εξαχθεί. 
Επωάζουμε στους 50°C για 10 λεπτά ενώ κατά τη διάρκεια της επώασης κάνουμε ανάδευση 
(vortex) για να σιγουρευτούμε ότι έχει διαλυθεί η γέλη αγαρόζης. Προσθέτουμε έναν όγκο 
ισοπροπανόλης, αναμειγνύουμε και το μεταφέρουμε στις ειδικές στήλες QIAquick η οποία 
περιέχει μεμβράνη (QIAquick column), έτσι ώστε να γίνει προσρόφηση του DNA μέσω του 
διαλύματος PBI, το οποίο εξασφαλίζει την απαιτούμενη συγκέντρωση αλάτων και pH. 
Έπειτα, πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση στα 10000 στροφές για 1 λεπτό και απομάκρυνση 
του διαλύματος της φυγοκέντρησης. Συνίσταται να ακολουθεί μία ακόμα φυγοκέντρηση για 
1 λεπτό στις 13000 στροφές μετά την προσθήκη 500 μΙ του Buffer QG, έτσι ώστε να 
αφαιρεθούν τα υπολείμματα της αγαρόζης. Στη συνέχεια, ακολούθησε πλύση της στήλης με 
ρυθμιστικό διάλυμα που περιέχει αιθανόλη (PE buffer) και φυγοκέντρηση στις 10000 
στροφές για 1 λεπτό. Για να καθαρίσουμε επιπλέον το δείγμα προσθέτουμε 750 μΙ του 
Buffer PE και φυγοκεντρούμε για 1 λεπτό στις 13000 στροφές. Ακολούθησε τρίτη 
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φυγοκέντρηση υπό τις ίδιες συνθήκες, χωρίς την προσθήκη άλλου διαλύματος, με σκοπό 
την απομάκρυνση τυχόν αιθανόλης από τα τοιχώματα της στήλης (2 φορές). Τέλος, η στήλη 
τοποθετήθηκε σε σωληνάριο φυγοκέντρισης των 1,5mL, προστέθηκαν 35 μL διαλύματος 
εκχύλισης (ΕΒ buffer), παρέμεινε για 1 λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου και 
πραγματοποιήθηκε τελική φυγοκέντριση στα 10000 στροφές για 1 λεπτό. Τέλος 
προσθέτουμε 30μΙ του Buffer EB (10 mM Tris·Cl, pH 8.5) και μετά από φυγοκέντρηση 1 
λεπτού στις 13000 στροφές έχουμε καθαρό όγκο DNA 28 μΙ. Για τον έλεγχο και τον 
προσδιορισμό της ποσότητας και της ποιότητας των προϊόντων PCR που απομονώθηκαν, 
ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των προϊόντων, με μεθοδολογία που περιγράφηκε αναλυτικά 
παραπάνω. Το καθαρισμένο δείγμα DNA αποθηκεύτηκε στους -20οC μέχρι την 
πραγματοποίηση της ανάλυσης της αλληλουχίας του. 
 
3.3. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 
Η στατιστική επεξεργασία πραγματοποιήθηκε με το στατιστικό πακέτο SPSS 17.0 (SPSS 
Inc., Chicago, USA). Οι συνεχείς μεταβλητές εκφράστηκαν ως διάμεσος (εύρος τιμών), ενώ 
οι μεταβλητές κατηγορίες ως απόλυτη τιμή ή ποσοστά. Οι συγκρίσεις όσον αφορά τη 
συχνότητα ανάμεσα σε μεταβλητές κατηγορίες πραγματοποιηθήκαν με τον έλεγχο χ2 και 
Pearson Correlation, ενώ τα αποτελέσματα εκφράστηκαν ως λόγος αναλογιών (odds ratio, 
OR) με το αντίστοιχο διάστημα εμπιστοσύνης 95% (confidence interval, CI). Λαμβάνοντας 
υπόψη ότι τα σύνολα τιμών δεν ικανοποιούν κανονικές κατανομές, οι συγκρίσεις ανάμεσα 
σε κατηγορικές και συνεχείς μεταβλητές έγιναν με Mann-Whitney U- test μη παραμετρικό 
έλεγχο. Όλοι οι έλεγχοι θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικοί, σε επίπεδο σημαντικότητας p 
<0,05. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
4.1. ΜΟΡΙΑΚΗ ΜΕΛΕΤΗ 
Στις Εικόνες 5, 6 και 7 παρουσιάζονται ενδεικτικά αποτελέσματα ηλεκτροφόρησης 
μετά από PCR-RFLP για την ανίχνευση των παραλλαγών που μελετήθηκαν αλλά και 
ανάλυσης αλληλουχίας βάσεων για την επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων.  
 
Εικόνα 5. Αντιπροσωπευτικό παράδειγμα πέψης με PCR-RFLP, για την ανίχνευση 
του πολυμορφισμού στο κωδίκιο 480. Μ: μάρτυρας. Δείγμα 1 προϊόν pcr, δείγμα 3 
ετερόζυγο για τον πολυμορφισμό V480M. Δείγμα 2, 4 και 5 V480. Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε 
πηκτή αγαρόζης 3%. 
 
 
Εικόνα 6. Αντιπροσωπευτικό παράδειγμα πέψης με PCR-RFLP, για την ανίχνευση 
του πολυμορφισμού στο κωδίκιο 480. Μ: μάρτυρας. Δείγματα 5 και 9 με γονότυπο M480. 
Δείγματα 6, 7, 8 και 10 ετερόζυγα για τον πολυμορφισμό V480M. Δείγματα 1, 2, 3, 4 και 11 
με γονότυπο V480. Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πηκτή αγαρόζης 3%. 
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Εικόνα 7. Αντιπροσωπευτικό παράδειγμα ανάλυσης αλληλουχίας βάσεων, στην 
περιοχή του όγδοου εξωνίου στο γονίδιο SERPING1. Α. Δείγμα με γονότυπο Val480. B. 
Δείγμα με γονότυπο Val480Met. Γ. Δείγμα με γονότυπο Met480. 
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4.2. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 
Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε η συχνότητα του πολυμορφισμού V480M καθώς 
και οι διαφορές που προκύπτουν κατά τη στατιστική δοκιμασία χ2 σε ασθενείς με ΚΑΟ και 
φλεγμονή των αμυγδαλών. Να σημειωθεί ότι στις περιπτώσεις όπου υπήρχε αμφιβολία ως 
προς το αποτέλεσμα, η αντίδραση επαναλήφθηκε. Επίσης, επανεξετάστηκε με ανάλυση 
αλληλουχίας βάσεων τυφλά περίπου το 10% των δειγμάτων της μελέτης, ούτως ώστε να 
επιβεβαιωθούν αποτελέσματά μας. Σε όλες τις περιπτώσεις τα αποτελέσματα συνέπιπταν, 
γεγονός που ενισχύει την εγκυρότητα των αποτελεσμάτων. 
 
4.2.1. ΚΛΗΡΟΝΟΜΙΚΟ ΑΓΓΕΙΟΟΙΔΗΜΑ 
Από τους ασθενείς με ΚΑΟ 18 ήταν ετερόζυγοι φορείς του πολυμορφισμού ενώ 4 
παρουσίασαν σε ομόζυγη κατάσταση το αλλήλιο Μ480. Στην ομάδα μαρτύρων είχαμε 39 
ετερόζυγα και 6 ομόζυγα άτομα. Και στις δύο περιπτώσεις η συχνότητα αλληλίου φαίνεται 
στον Πίνακα 9 και δεν διαφέρει από εκείνη που περιγράφεται στη βιβλιογραφία. Κατά τη 
σύγκριση της συχνότητας επίπτωσης του πολυμορφισμού V480M- SERPING1 φαίνεται ότι δεν 
επηρεάζει το φαινότυπο της νόσου στο παρόν υλικό (p>0.05, σε όλες τις περιπτώσεις). 
Επίσης δε διαπιστώθηκε στατιστική σημαντική διαφορά μεταξύ της ομάδας ελέγχου και των 
υγιών μαρτύρων.  
Πίνακας 9: Τα αποτελέσματα της συχνότητα αλληλίου του πολυμορφισμού V480M, 
σε ασθενείς με ΚΑΟ. 





Ετερόζυγοι/ Ομόζυγοι 18/4 7/2 11/2 
Συχνότητα αλληλίου 
M480 
26 (18,5%) 11 (28,9 %) 15 (14,7%) 
 
Ο πολυμορφισμός δεν επηρεάζει την κλινική εκδήλωση της νόσου στο παρόν υλικό. 
Συγκεκριμένα δεν έχουμε καμία στατιστική συσχέτιση ανάμεσα στον πολυμορφισμό V480M 
και την εντόπιση των οιδημάτων (λάρυγγας ή κοιλιά) καθώς και τη λήψη μακράς διάρκειας 
θεραπείας. Επίσης όσον αφορά τη σχέση με την ηλικία έναρξης (που είναι ο σημαντικότερος 
γνωστός προγνωστικός δείκτης της νόσου) κάναμε 2 κατηγοριοποιήσεις, μία πριν και μετά 
την ηλικία των 14 ετών (παιδική ηλικία ή όχι), καθώς και πριν και μετά τα 30 έτη, αλλά δεν 
υπάρχει καμία στατιστική διαφορά (p>0.05). Άρα φαίνεται ότι ο πολυμορφισμός V480M- 
SERPING1 δεν επηρεάζει το φαινότυπο της νόσου στο παρόν υλικό ασθενών. 
Ωστόσο από την ανάλυση προκύπτουν κάποια ενδιαφέροντα αποτελέσματα όσον 
αφορά το ΚΑΟ, που είναι σύμφωνα με τη βιβλιογραφία. Η εντόπιση των κρίσεων (λάρυγγας 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:53:35 EET - 137.108.70.7
38 
 
ή κοιλιά) δεν επηρεάζεται από την ηλικία έναρξης καθώς οιδήματα μπορεί να παρατηρηθούν 
σε οποιαδήποτε ηλικία και να είναι εξ’ ίσου απειλητικά για τη ζωή. Επίσης άτομα που 
χρειάζονται πιο συχνά μακράς διάρκειας θεραπεία είναι αυτά που εκδηλώνουν πρωϊμότερα 
τη νόσο (τόσο για τα άτομα με ηλικία μικρότερη των 14 ετών, όσο και για εκείνα κάτω των 
30 ετών, (x2, p=0.003, Fisher exact test, p=0.021). Τέλος από την παρούσα εργασία φαίνεται 
ότι οι άνδρες χρειάζονται συχνότερα μακράς διάρκειας θεραπεία αν και αυτό θεωρητικά 
μπορεί να οφείλεται στο ότι γενικά (αν και όχι πάντα) ανδρογόνα τείνουμε να μη δίνουμε 
εύκολα σε γυναίκες (τουλάχιστον για θεραπείες πολύ μεγάλης διάρκειας) [Eικόνα 8Α]. 
Ωστόσο στη δική μας περίπτωση αυτό οφείλεται κυρίως στο ότι οι άνδρες εμφανίζουν 
πρωϊμότερα τη νόσο (αν και οριακά μη στατιστικά σημαντικό p=0.080), η διάγνωσή τους 
έχει γίνεται νωρίτερα σε σχέση με τις γυναίκες [Mann-Wittney U-test, p= 0.003] και σε error 
bars το αποτέλεσμα δεν επιδέχεται αμφισβήτηση [1= Α, 2=Γ]. [Eικόνα 8Β] 
 
Εικόνα 8. Α. Οι error bars δείχνουν ότι οι άνδρες χρειάζονται συχνότερα μακράς 
διάρκειας θεραπεία (0= άνδρες, 1= γυναίκες). Β. Οι άνδρες φαίνεται να εμφανίζουν 
πρωϊμότερα τη νόσο μειώνοντας την ηλικία διάγνωσης (1= άνδρες, 2= γυναίκες). 
 
Όπως προαναφέραμε, η κλινική βαρύτητα της νόσου δεν έχει συσχετιστεί με το 
είδος της μετάλλαξης.29,83 Η βαρύτητα μπορεί να μεταβάλλεται στο ίδιο τον ασθενή, κυρίως 
ανάλογα με την ηλικία του. Ακόμα άτομα με ΚΑΟ, τα οποία ανήκουν στην ίδια οικογένεια και 
φέρουν την ίδια μετάλλαξη παρουσιάζουν σε σημαντικό βαθμό διαφορετική κλινική εικόνα. 
Το εύρος της συχνότητας των επεισοδίων μπορεί να ξεκινά από ασυμπτωματική εικόνα 
(σπάνιες περιπτώσεις) ως και συχνά εβδομαδιαία επεισόδια.102 Καταλήγοντας, ενώ 
γνωρίζουμε την υπεύθυνη γενετική βλάβη στο ΚΑΟ, γνωρίζουμε ελάχιστα σχετικά με το 
ποιοι παράγοντες, γενετικοί ή περιβαλλοντικοί, μπορεί να επηρεάζουν τη βαρύτητα της 
κλινικής εικόνας στους ασθενείς με ΚΑΟ. Στο πλαίσιο αυτό, έχουν μελετηθεί ελάχιστα 
πολυμορφισμοί γονιδίων πρωτεϊνών ενεργοποίησης του συστήματος συμπληρώματος και 
του συστήματος επαφής, όπως επίσης και του ίδιου του SERPING1. Στο πλαίσιο αυτό 
υποθέσαμε ότι ο πολύ συχνός πολυμορφισμός V480M- SERPING1 μπορεί να έχει κάποια 
συσχέτιση με την κλινική εκδήλωση της νόσου. Η μελέτη των Cumming και συν έδειξε ότι 
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δεν υπάρχουν διαφορές μεταξύ του C1INH- V480 και του C1INH- M480 όσον αφορά τη δομή, 
τη σταθερότητα της πρωτεΐνης, τη συγκέντρωση στον ορό ή την αναστολή της C1 
εστεράσης.84 Ωστόσο δεν απέκλεισαν κάποια συσχέτιση του πολυμορφισμού με άλλες 
λειτουργίες του C1INH ως ρυθμιστή της ενεργοποίησης του συστήματος επαφής ή του 
ενδογενούς μονοπατιού της πήξης.103,104,105 Στην παρούσα μελέτη δεν βρέθηκε καμία 
συσχέτιση ανάμεσα στον πολυμορφισμό V480M και την κλινική εκδήλωση του ΚΑΟ 
 
4.2.2. ΦΛΕΓΜΟΝΗ ΤΩΝ ΑΜΥΓΔΑΛΩΝ 
Από τους ασθενείς με φλεγμονή των αμυγδαλών 10 ήταν ομόζυγοι φορείς του 
πολυμορφισμού ενώ 36 ήταν ετερόζυγοι. [Πίνακας 10] Κατά τη σύγκριση της συχνότητας 
επίπτωσης του πολυμορφισμού V480M- SERPING1 φαίνεται ότι δεν επηρεάζει τη νόσο και 
στις δύο υποομάδες που τη συγκροτούν (χ2, p=0.850). Κατά τον ίδιο τρόπο δε διαπιστώθηκε 
διαφορά στη συχνότητα εμφάνισης του πολυμορφισμού μεταξύ των δύο ομάδων ασθενών 
και των υγιών μαρτύρων (χ2, p=0.566), όπως επίσης με το φύλο(χ2, p=0.453) και την ηλικία 
(χ2, p=0.277). Επομένως ο πολυμορφισμός V480M του Serping1 δεν επηρεάζει την επίπτωση 
της φλεγμονής των αμυγδαλών. 
 
Πίνακας 10: Τα αποτελέσματα της συχνότητα αλληλίου του πολυμορφισμού V480M, σε 
ασθενείς με ΚΑΟ. 






Ετερόζυγοι/ Ομόζυγοι 36/10 31/8 5/2 
Συχνότητα αλληλίου 
M480 
26 (18,5%) 11 (28,9 %) 15 (14,7 %) 
 
Όπως γνωρίζουμε ο C1INH είναι ο μοναδικός ρυθμιστής της ενεργοποίησης του 
συστήματος επαφής και αποτελεί τον κύριο αναστολέα του παράγοντα ΧΙΙ και της 
καλλικρεΐνης του συστήματος επαφής. Τα τελευταία χρόνια έχουν περιγραφεί επιπλέον 
αντοφλεγμονώδεις δράσεις του αναστολέα όπως περιγράφηκε στην εισαγωγή. Επίσης 
αναφέραμε ότι ο C1ΙΝΗ δέσμευεται με Gram αρνητικά βακτήρια, όπως Salmonella 
typhimurium, Bordetella pertussis και E. coli O157:H7, καταστέλλοντας το σοκ από 
ενδοτοξίνες,81 καθώς και την επαγωγή σήψης.4 Οι παρατηρήσεις αυτές δείχνουν ότι ο C1ΙΝΗ 
είναι μια πολύπλευρη αντι-φλεγμονώδης πρωτεΐνη, η οποία ασκεί τις δράσεις της μέσα από 
μια ποικιλία μηχανισμών που περιλαμβάνουν τόσο αναστολή πρωτεασών όσο και διάφορες 
μη-ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις. Τα δεδομένα αυτά μαζί με την μελέτη των Emonts και 
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συν οι οποίοι συμπέραναν ότι τα άτομα με ομοζυγωτία C1IN- Μ480 είναι ευπαθή σε 
λοιμώξεις από Staphylococcus aureus.6 
Στην παρούσα μελέτη προσπαθήσαμε να βρούμε την επίπτωση του πολυμορφισμού 
σε ασθενείς με φλεγμονή των αμυγδαλών που οφείλεται στα παθογόνα Streptococcus 
pyogenes και Haemophilus influenzae. Ο Streptococcus pyogenes είναι ένα Gram θετικό 
παθογόνο που ευθύνεται για ένα ευρύ φάσμα λοιμώξεων, που κυμαίνονται από ήπιες 
παθήσεις (οξεία αμυγδαλίτιδα) εώς σοβαρές ασθένειες (υποτροπιάζουσα αμυγδαλίτιδα, 
νεκρωτική απονευρωσίτιδα, σηψαιμία).106,107 Ο Haemophilus influenzae επίσης εμπλέκεται 
στην παθογένεια πολλών ασθενειών όπως πνευμονία, οξεία βακτηριακή μηνιγγίτιδα, 
οστεομυελίτιδα, επιγλωττίτιδα, και λοιμώδη αρθρίτιδα.94 Οι παράγοντες που προκαλούν 
παθογόνο λοιμογόνο δύναμη, ώστε τα δύο βακτήρια να διαφεύγουν από την ανοσιακή 
επιτήρηση ή, αντίθετα, να προκαλούν υπερβολική ενεργοποίηση της ανοσιακής απόκρισης 
δεν είναι σαφείς. Απ’όσο γνωρίζουμε, αυτή είναι η πρώτη μελέτη που αφορά την επίπτωση 
του πολυμορφισμού V480M στη φλεγμονή των αμυγδαλών. Ωστόσο στο παρόν υλικό δεν 
καταφέραμε να αποδείξουμε κάποια συσχέτιση. 
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Επομένως από την παρούσα μελέτη καταλήγουμε στο ότι ο πολυμορφισμός V480M- 
SERPING1 δεν σχετίζεται με την κλινική εκδήλωση του κληρονομικού αγγειοοιδήματος και 
δεν έχει καμία επίπτωση στη φλεγμονή των αμυγδαλών που οφείλεται στα παθογόνα 
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